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血红蛋白综合实验的设计与实践
黄小花，邓雅斌，李东辉，郑红花
(厦门大学 医学院基础医学实验教学中心，福建 厦门 361005 )
摘 要:为不断完善医学生物化学与分子生物学实验课程，实现培养创新性人才的教学目标，
在本科生课程中设计以血红蛋白为实验对象，通过蛋白提取、层析纯化、SDS－PAGE 电泳分
离鉴定及血红蛋白与高铁血红蛋白分子吸收光谱的绘制等内容的医学生物化学综合性实验。
教学实践结果表明:该实验具有可行性，学生完成情况良好;适合本科生系统完整地学习蛋
白提取、纯化、鉴定及功能的实验方法，具有很强的综合性，获得良好的教学效果。
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Abstract:To consummate the construction of medical biochemistry experimental course and cultivate
of innovative talents，this study takes the hemoglobin as experimental subject to design a set of integrat-
ed biochemical experiments，including extraction，gel chromatography purification，SDS－PAGE sepa-
ration and acquirement of absorption spectra． The teaching practice results show that the designed ex-
periments are feasible and the teaching effect is encouraging． The comprehensive experiments are suit-
able for the undergraduates to study the experimental methods on protein purification and identification．
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血红蛋白(hemoglobin，Hb)是红细胞中起运输
氧气作用的重要蛋白质，分子量约为 62kDa，其核心
基团是血红素，称为辅基。血红蛋白除运输和储存
氧气外还具有调节 pH值、控制一氧化氮水平、参与
免疫反应、结合并运输硫化物等多种生物学功
能［1－4］。
随着现代实验技术的发展与多学科的交叉融
合，创新性复合型人才的培养逐渐成为研究型大学
教育的发展方向。这一新形势对生物化学与分子生
物学实验课程提出更高的要求。实验课程的设计必
须理论与实践并重，既要联系理论课程，又要突出学
生对基本实验技能的掌握、科学思维方式的训练以
及观察、分析、解决问题能力的培养［5－6］。实验教学
是培养学生动手能力、严谨规范的科学态度，形成科
研意识和提高综合素质的重要措施。为了让学生在
本科阶段就能感受科研气氛，从而培养学生的科研
意识，我们选择血红蛋白作为“主线分子”［7］，设计
包括血红蛋白的提取、柱层析纯化、SDS 凝胶电泳分
离鉴定、血红蛋白与高铁血红蛋白分子吸收光谱的
绘制比较等内容的医学生物化学综合性实验。更进
一步地，积极鼓励并帮助学生结合所学的实验知识
与实验技术自主地设计、开展创新性实验，深入地分
析探讨实验现象，得出科学结论。通过系统的综合
性实验，能很好地培养学生思考、分析和解决问题的
能力，了解科学研究的过程和特点，形成科学的思维
方式。
1 实验仪器与试药
1． 1 实验仪器
台式低速离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有
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限公司) ;磁力搅拌器(金坛市晶玻实验厂) ;玻璃凝
胶柱(内径 1cm长 40cm)、紫外检测仪、部分自动收
集器(上海青浦沪西仪器厂)、无纸记录仪(厦门恩
莱自动化科技有限公司) ;凝胶成像仪、小型垂直板
电泳槽及电源(Tanon Science ＆ Technology Co．
Ltd) ;脱色摇床(海门其林贝尔仪器制造有限公
司) ;T6 紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有
限责任公司)。
1． 2 实验试药
实验动物(兔)购自厦门大学实验动物中心;透
析袋购自上海金穗生物科技有限公司;蛋白质相对
分子质量标准购自 Thermo scientific 公司;葡聚糖凝
胶 G－75 购自北京瑞达恒辉科技有限公司;肝素钠、
Tris、glycine、高铁氰化钾、磷酸二氢钠、考马斯亮蓝
G250 等购自国药试剂有限公司;一氧化碳购自福州
新航工业气体有限公司。
2 实验方法
2． 1 红细胞裂解提取血红蛋白
采集兔血加抗凝剂并及时分离红细胞(1500r /
min离心 5min) ，去上层透明的黄色血浆，下层暗红
色的红细胞液体倒入烧杯，加入五倍体积的生理盐
水，缓慢匀速搅拌使溶液体系混匀，离心(1500r /min
离心 5min)、去上层，重复洗涤数次，直至上清液不
再呈现黄色，表明红细胞已洗涤干净;在洗涤好的红
细胞中加蒸馏水至原血液的体积，再加 40%体积的
甲苯，置于磁力搅拌器上搅拌 10min。在蒸馏水和
甲苯的作用下，红细胞破裂释放出血红蛋白;将上述
混合液移至离心管中，离心 (5000r /min 离心
10min) ，注意观察溶液的分层，对离心管中的溶液
进行过滤，除去沉淀物，滤液于分液漏斗中静置，分
出下层的红色透明液体。
2． 2 凝胶层析分离纯化血红蛋白
(1)凝胶的处理:干胶颗粒悬浮于 5 ～ 10 倍量
洗脱液中充分溶胀，之后将极细的小颗粒倾泻除去。
(2)装柱:先关闭层析柱出水口，向柱管内加入
约 1 /3 柱容积洗脱液，将凝胶液连续倾入柱中，使其
自然沉降，待凝胶沉降约 2 ～ 3cm 后，打开柱的出
口，使凝胶继续沉集，待沉集的胶面上升至距柱顶端
约 5cm处时停止，关闭出水口。
(3)凝胶柱的平衡:通过 2 ～ 3 倍柱床容积的洗
脱液使柱床稳定，在凝胶表面上放一片滤纸，以防加
样时凝胶被冲起，并保持胶面上有一段液体。
(4)加样:打开柱上端的螺丝帽塞子，吸出层析
柱中多余液体直至与胶面相切。沿管壁将透析后的
血红蛋白样品溶液 0． 5mL小心加到凝胶床面上，打
开下口夹子，使样品溶液流入柱内，同时收集流出
液，当样品溶液流至与胶面相切时，夹紧下口夹子。
用 1mL洗脱液冲洗管壁 2 次。最后加入 3 ～ 4mL洗
脱液于凝胶上，旋紧上口螺丝帽，柱进水口连通恒压
瓶，柱出水口与核酸蛋白质检测仪比色池进液口相
连，比色池出液口与自动部分收集器相连。
(5)洗脱:打开上、下进出口夹子，用 0． 1moL /
L、pH7． 0 磷酸缓冲液，以每管 3mL /10min 流速洗
脱，用自动部分收集器收集流出液。
(6)收集血红蛋白:收集红色最深即吸收高峰
的洗脱液，即为经凝胶过滤柱层析纯化的血红蛋
白［8］。
2． 3 SDS－PAGE凝胶电泳血红蛋白
配制 5%的浓缩胶和 12%的分离胶，上样后样
品进入浓缩胶时的电压为 80V;待样品进入分离胶
后，将电压调为 120V，待指示染料迁移至下沿约
1cm处停止电泳;电泳完毕，将凝胶取出，考马斯亮
蓝染色，摇床温和振荡，约染色 1h;染色完毕后，倒
去染色液，用蒸馏水漂洗数次凝胶，再加入脱色液，
其间更换数次脱色液，直到凝胶的蓝色背景褪去、蛋
白质条带清晰为止［9－10］。
2． 4 血红蛋白与高铁血红蛋白分子吸收光谱的绘
制
(1)氧合血红蛋白(oxyhemoglobin，HbO2)溶液:
取血红蛋白溶液 100 "L，去离子水定容至 3． 0mL。
(2)碳氧血红蛋白(carboxyhemoglobin，COHb)
溶液:取血红蛋白溶液 100 "L，去离子水定容至
3. 0mL，再加辛醇 1 滴，摇匀，用细管通入 CO 2 #
3min．，溶液呈樱桃红色。
(3)高铁血红蛋白(methemoglobin，MHb)溶液:
取血红蛋白溶液 100 "L，去离子水定容至 3． 0mL，加
高铁氰化钾 7 "L，混匀溶液呈棕色，尽可能快地进
行比色测定。以蒸馏水作为空白，在波长 470 #
680nm范围内，每隔 3nm 测吸光度一次。在接近吸
收高峰时，每隔 2nm 测吸光度一次。每测一次波
长，必须重新校正零点，再测吸光度。以入射光波长
为横坐标，各相应的吸光度为纵坐标，分别绘制各种
物质的吸收光谱曲线［11］。
3 实验结果与分析
本次实验是综合性、研究性的教学实验，由本科
生为主体，综合一系列实验而最终获得实验结果。
实验操作存在个体差异，综合全班学生完成实验情
况分析，95%学生都可顺利完成实验得出比较理想
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的实验结果，绝大多数同学的实验结果如下。
3． 1 提取纯化血红蛋白层析图谱
将提取的血红蛋白，用凝胶 SephadexG－75 层析
纯化，层析洗脱后有红色的洗脱峰流出，层析后得到
了较纯的血红蛋白(见图 1)。
图 1 血红蛋白的层析图谱
3． 2 利用电泳图谱计算血红蛋白的相对分子质量
利用 SDS－PAGE 凝胶电泳对血红蛋白进行分
离以及考马斯亮蓝 G250 染色，通过蛋白质条带观
察到层析纯化的血红蛋白效果不错，并计算得到血
红蛋白的相对分子量约为 62． 0kDa，与理论值相符
合(见图 2)。
图 2 纯化的血红蛋白的 SDS－PAGE电泳结果
3． 3 分光光度计绘制吸收光谱，标出吸收峰
氧合血红蛋白(红色)、碳氧血红蛋白(樱桃红
色)以及高铁血红蛋白(棕色)三种物质的组成成分
不同，其分子结构也不同，实验安排分别绘制各自的
吸收光谱曲线。从吸收光谱曲线(图 3)可知，氧合
血红蛋白在 578nm、540nm，碳氧血红蛋白在 572nm、
535nm，高铁血红蛋白在 630nm、578nm、540nm、
500nm处有吸收峰，与文献报道的氧合血红蛋白、碳
氧血红蛋白、高铁血红蛋白吸收光谱曲线基本相同。
4 教学意义
从课程改革建设和本科生教学实践的结果看，
此次综合性实验设计获得了良好的教学效果，表明
实验教学改革是成功的。通过该综合性实验的教学
探索，为课程的改革建设打下基础，使学生获得了较
图 3 血红蛋白与高铁血红蛋白的分子吸收光谱
全面的锻炼，激发了学生的学习积极性和创造性，有
助于培养学生科学思维方式和团队合作精神。
4． 1 强化理论知识，锻炼操作技能
本实验涵盖了血红蛋白的提取、层析纯化，SDS
－PAGE分离鉴定血红蛋白以及血红蛋白、高铁血红
蛋白分子吸收光谱的绘制，是学习蛋白提取、纯化和
鉴定的综合性实验，内容完整、层层递进，是一个很
好的综合性、研究性实验。
学生通过实践上述设计的一系列实验内容，经
历了一个相对完整、独立的科研实验过程，有助于树
立科学思维和严谨态度、锻炼学生独立思考、培养学
生的创新能力。从样品的获得到最后实验结果的分
析，该实验设计包含多个基本实验，学生通过逐一完
成每个实验，学习了实验基本原理与实验技术基本
原理，掌握实验操作技能。既培养学生动手操作能
力、科研分析和解决问题能力，也充分调动学生的主
动性、积极性和创造性。
4． 2 积累教学资源，完善课程建设
实验课应系统地讲解该课程的基本技术及其所
依托的基础理论，这有利于学生从整体上认识生物
化学实验和相关的技术，进而重视实验课，提高实验
技能。将实验技术应用于科研，其操作性相对较强，
但要使其成为实验课的教学实验，需要经过不断的
摸索和改进，使之适合教学实验的特点［12－13］。本综
合性实验设计内容包含离心、电泳、层析和分光光度
分析法这四大生物化学基本实验技术，通过实验教
学实践，为医学生物化学实验的综合性及探索性实
验项目的开展提供了十分有力的依据，逐步完善课
程建设。
5 结语
随着高等教育的发展和医学“生物化学实验”
课程教学改革的逐步深入，我们看到课程建设存在
的不足。不仅需要领导的支持，更需要课程组全体
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教师的共同努力，合理有效地设置课程，既要考虑与
理论课的有机结合，又要兼顾新的技术和方法，改变
排课方式，保证综合性、创新性实验的开展。该综合
实验适应新形势下实验教学的要求，对现有实验内
容进行改革和创新，为医学“生物化学实验”课开展
具有自我特色和创新的综合性、研究性实验奠定了
基础。唯有经过不懈的努力和持久开拓，才能实现
医学生物化学实验课程的日臻完善。
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3 结语
通过改变引发剂、乳化剂用量分组安排学生进
行苯乙烯乳液聚合实验，在实验前向学生提出问题，
“引发剂、乳化剂用量会对产物产生哪些影响?”引
导学生从聚合机理开始思考，并强调每组实验结果
对最终实验结论的重要性，让学生在实验的同时，有
独立思考的过程，且有探索实验原理和调控聚合产
物结构的积极性，最终通过测试手段对聚合产物的
性能进行分析验证，加深学生对聚合机理及组分作
用的理解和认识，实验后学生在实验报告中展开积
极的讨论，均表示分组进行实验的方法既能锻炼大
家实验动手的能力，又能在实验中获得更多的知识
积累，教学效果良好。
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